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(57) Abstract 

The invention concerns the family of the protein (PAP) associated 
with acute pancreatitis in humans and rats. It involves nucleotide frag- 
ments coding for the above-mentioned proteins. Also included for the 
purposes of the invention are antibodies recognizing the PAP and cap- 
able of being used in the diagnosis of pancreatitis. The invention is fur- 
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(57)Abrege 

L'invention concerae la famille de la proteine (PAP) associee a la 
pancreatite aigue chez I'homme et chez le rat. Elle vise aussi les frag- 
ments nucleotidiques codant pour les proteines ci-dessus. Entrent aussi 
dans le cadre de l'invention des anticorps reconnaissant la PAP et sus- 
ceptibles d'etre utilises en vue du diagnostic de pancreatite. L'invention 
vise aussi la production de la PAP, notamment par genie genetique. 



AAAACCATCCAAATCTCCCCCAAGACAGCTAACCAGGAGCAGAAAOATGATC S3 

ACAGTTAAT ATC TTO CAT CGC TTO CCC TTC CCA CTC ATO 91 
Met Leu His Arg Lau Ala Pha Pro Val Mat 

TCC TCC ATC CTC CTC TCC TCC CTC ATO CTC TTA TCA CAC 130 
Ser Trp Mat Lata Lau Ser Cya Laa Mat Lau Lau Sar Cln 

CTC CAA CCA CAA CAC TCT CCS AAG AAA ATA CCC TCT CCA 169 
Val Cln Cly Clu Aip Sar Pre Lya Lye Zla Pro Sar Ala 

CCC ATT ACT TCC CCC AAA CCC TCC CAC CCA TAT CGC TCC 201 
Arc Xla Sar Cye Fro Lya Gly Sar Cln Ala Tyr Cly sar 

TAC TCC TAT CCC CTC TTT CAC ATA CCA CAC ACC TCC TTT 247 
Tyr Cye Tyr Ala Lau fhm Cln Xla Pro Cln Thr Trp Pha 

CAT OCA CAA CTO CCC TCC CAC AAC AG A CCT CAA CCA CAC 2S6 
Aap Ala Clu Leu Ala Cye Gin Lyi Arc Fro Glu Cly Mia 

CTT CTA TCT CTC CTC AAT CTA CCT CAA CCT TCA TTC TTC 325 

Lau val Sar Val Lau Asn val Ala Olu Ala Sar rne Leu 

CCA TCC ATC CTC AAC AAC ACT CCA AAC ACC TAC CAA TAT 344 
Ala Sar Mat Val Lya Aen Tor Cly Aeo Ser Tyr Cln Tyr 

ACC TOO ATT CCA CTC CAT CAC CCC ACT CTT CCT CCA GAA 403 
Thr Trp Xla cly Lau Hia Aap Pro Thr Leu Gly Gly clu 

CCC AAT CCA GCT CCA TCC CAC TCC ACT AAC AAT CAC ATA 442 
Pro Aen Gly Cly Cly Trp Clu Trp Sar aen Aen Aap Xla 

£1? ^ T 1^1 9J 1 : ^ TGC CXS1 ACG AAC CCA TCT ACT CCC 4S1 
Mat Aan Tyr Val Atn Trp Clu Arg Aen Pro Sar Thr Ala 

TTA CAC CCC GOA TTC TCT CGC ACC TTO TCA AO A TCT TCT S30 
Lau Aap Arc Cly Phe Cya Cly Ser Leu Ser Arc Ser Ser 

%i IF f* * CX TOC k0k * cc *C* TCT GAA CTT CAA 599 

Cly Phe Leu Arg Trp Arg Asp Thr Thr Cya Glu Val Clu 

OTT CCC CTA CCT CTC CAA ATT TAC ACC TTA AAA TTA CCA S9I 
Val Ala Lau Arg Lau Cln Xla Tyr Arg Leu Lya Lau Pro 

StS S C CAC CTT T AGTTTGTCCTCAACCACATCCTCTCAACCG 444 
Aap ser Lys Cln Lau 

GCAAAATATGAACACTTCCGTAGAAAAAGTCTATTCTATCTACACTCCATAT 694 

TCCACCTCTAATCATTCTTTAGCCAATTTTCTATAACTTCTCTCCTCATCTC 7<| 

TTCCAAACCACTAATAAAeeTr 1 «C T C » l h i, u rn V h ft ft A 7>J 
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PROTEINS ASSOCIEE A LA PANCREATITIS AIGUE. MOYENS POUR 
LB DIAGNOSTIC DE LA PANCREATITE AIGUE • 

La present e invention conceme des prolines 
assocides h la pancr6atite aigue et des moyens pour le 
diagnostic de cette maladie. 

La pancr6atite aigue est une affection 
inflammatoire du pancr6as qui, sur le plan anatomo- 
pathologique, va de la simple forme oed£mateuse & la 
necrose h£morragique totale de la glande. La 
pancrdatite n6cro-h6morragique est une affection tres 
grave, puisque ^estimation de sa mortality varie de 30 
% h 70 % selon les auteurs. II est dans certains cas, 
tr6s difficile d»6tablir avec certitude le diagnostic 
de pancr£atite aigue (Sarner, M. et al, Gastroenterol. 
(1984) f 13 : 865-870). Ce diagnostic repose avant tout 
sur I'examen clinique (douleur abdominale aigue) sur le 
dosage d'un certain nombre de substances dans le plasma 
ou dans le liquide p6riton6al (Bradley, J. et al, ^Br. 
J. Surg. (1981), 68 : 245-246 ; et Dubick, M. et al, 
Dig. Dis. Sci. (1987), 32 : 305-312). Parmi les dosages 
employes, on trouve ceux de 1 'amylase, de la lipase, de 
la trypsine, de 1 'diastase, de la ribonucl£ase, de la 
phospholipase A2, de l f a2 macroglobuline, du calcium, 
de la LDH, des inhibiteurs de proteases et d'autres 
encore. Aucun d'entre eux ne s'avere pourtant 
specif ique, pratique, ni surtout discriminatif . On se 
contente done en general de doser l'amylasemie. 
Recemment, 1 1 6chotomographie et la tomodensitometrie 
ont paru, dans certains cas, pouvoir faciliter le 
diagnostic de la pancreatite sans que le progr^s ait 
6t§ ddcisif (Silverstein, W. et al,Am.J. Roentgenol, 
(1981), 137 : 497-502). 

Keim et al ont publie en 1984 (Digestion, (1984);, 
29 : 242-249) , des r€sultats sur les consequences 
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d'une cannulation du canal pancr6atique et de 
l 1 induction d 9 une pancreatite sur la composition 
proteique du sue pancr6atique de rat, cet animal etant 
utilise comme module experimental. Apr6s I 1 operation de 
cannulation (1 A 2 jours apr6s) , les auteurs ont 
observe une chute du taux d 1 amylase dans le sue 
pancreatique, puis 3 A 4 jours apres l 1 operation, un 
retour au niveau normal d 1 amylase. 

Une separation par eiectrophor&se en gel de 
polyacrylamide (PAGE) des proteines du sue pancreatique 
pendant cette p6riode de remission, montrait une bande 
proteique suppiementaire, apparemment au plus tot 12 
heures apr6s 1' operation, et au plus tard, 3 ^ 4 jours 
apres 1" operation. Cette bande proteique n'existait pas 
chez le rat controle non traite. Cette proteine 
secretoire a ete appel6e PAP ("pancreatitis associated 
protein") . 

Par la suite, Keim et al ont effectue des mesures 
de la quantite de PAP presente dans le tissu 
pancr6atique du rat apres induction d f une pancreatite, 
au moyen de tests de detection de la fixation du 
complement. 

Ces tests n'ont cependant pas permis jusqu'a 
present de mettre en evidence 1» existence de la PAP 
dans le serum du rat chez lequel une pancreatite a 6t6 
induite. 

Les moyens proposes jusqu 1 * present dans l'art 
anterieur n'avaient ainsi pas pu conduire & une 
identification suffisante de la proteine PAP chez le 
rat pour que le problfeme de l'interet d'une 
investigation chez l'homme, afin de rechercher si une 
telle proteine pouvait etre detectee, soit pose. 
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De plus, les r6sultats disponibles jusqu'i 
present, n'auraient pas pennis d'envisager I a int6r6t de 
la PAP pour r6aliser un diagnostic d*une pancr6atite. 

Les inventeurs ont constats que des anticorps 
polyclonaux de rat, reconnaissant la prot6ine PAP de 
rat, ne reconnaissaient pas de fagon significative une 
prot6ine du s6rum humain. 

Aprfcs cette constatation, les inventeurs ont done 
recherch6 une identification plus adequate de la 
prot6ine PAP de rat, en vue de d6finir des outils 
d 1 investigation chez l'homme : les inventeurs ont 
maintenant clairement identifi6 la proline PAP chez le 
rat et ils ont 6tabli sa sequence en acides amines. A 
partir de ces connaissances, ils ont 61abor6 des moyens 
qui pourraient permettre de detecter et d f identifier 
s'il existe une proteine correspondant 4 la PAP du rat, 
chez l'homne. 

Le clonage et le s6quen?age de 1 1 ARN messager PAP 
h partir d a une bibliothfeque cDNA pancr6atique de rat a 
aussi permis de d&nontrer sans ambiguite que la PAP 
est bien synth6tisee par le pancreas. Les inventeurs 
ont aussi montre que la prot6ine 6tait tres faiblement 
exprimee en I 1 absence d 1 inflammation pancr6atique et 
fortement exprimee au cours de la pancr6atite. 

Compte tenu de la fragility des malades atteints 
de pancr6atite, il n"6tait pas concevable d'envisager 
de recueillir le sue pancreatique de ces malades, pour 
y rechercher la presence 6ventuelle d f une prot6ine PAP 
humaine (PAP-H) . 

Les inventeurs ont cribl6 une banque de cDNA 
pancreatique humaine, * I'aide d'un clone cDNA 
prdalablement obtenu et correspondant & la PAP du rat. 

Les inventeurs sont parvenus k isoler differents 
clones contenant des fragments d'ADNc susceptibles de 
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s'hybrider avec 1 1 ADNc de la PAP de rat, ainsi qu'il 
est deer it ci-dessous. 

La present e invention concerne done des fragments 
d'ADNc capables de coder pour la proteine PAP de rat, 
ainsi que des fragments d'ADNc susceptibles de coder 
pour les prolines de la famille de la PAP humaine. 
L' invention vise aussi les proteines codees par ces 
fragments d'ADNc. 

Elle se rapporte aussi h des vecteurs modifies par 
integration des susdits fragments d'ADNc, notamment 
pour l 1 expression de ces fragments. 

L' invention vise aussi des anticorps polyclonaux 
ou monoclonaux diriges contre la proteine PAP notamment 
la PAP humaine, ainsi que leur utilisation dans des 
proc£d£s faisant appel & l 1 imager ie mddicale, ou comme 
moyen pour le diagnostic de la pancr6atite aigue dans 
des kits et des proc£d£s de diagnostic in vitro . 

Une premiere famille de fragments d'ADN selon 
l 1 invention comprend done les fragments d'ADNc codant 
pour la PAP de rat. 

Appartiennent h cette famille, des fragments 
d'ADNc caract£ris£s en ce qu'ils repondent & la 
sequence nucieotidique SI suivante codant pour la 
proteine PAP de rat, & une partie ou & une variante de 
cette sequence des lors que cette partie ou variante 
code pour une proteine ou un peptide reconnu par des 
anticorps diriges contre la proteine PAP de rat, ou 
qu'elle hybride avec la sequence SI dans une solution 
d' hybridation contenant 6 x SSC, 5 x Denhart, 0,5 % 
SDS, 10 mH EDTA, 200 ng ADN de sperme de saumon, 
pendant 18 heures h 68 # C et aprfes un rin?age dans les 
conditions suivantes : 6 x SSC, 0,1 % SDS, 2 fois 15 
minutes 2t 65 * . 
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II est pr6cis6 que les abr6viations ci-dessus ont 
les significations suivantes : 1 x SSC = 150 mM NaCl, 
15 mM citrate de sodium ; 50 x Denhart = 5g Ficoll, 5g 
polyvinylpyrrolidone, 5g serum albumine bovine dans 500 
ml d'eau ; SDS : dodecyl sulfate de sodium ; EDTA ; 
ethylene diamine tetraacetate de sodium. 

Des anticorps polyclonaux diriges contre la PAP de 
rat sont produits selon les techniques classiques ; de 
tels anticorps ont par exemple 6t6 decrits par Keim et 
al (Clin. Physiol. Biochem. , 4 : 136-142 (1986)). 

Un fragment d • ADNc appartenant & la premiere 
famille decides nucieiques de l 1 invention, est encore 
caracterisd en ce qu'il code pour une proteine 
repondant h une des sequences d f acides amines Al 
(sequence d'acides amines de la proteine comprenant le 
peptide signal) ou A2 (sequence d'acides amines de la 
proteine mature) suivantes ou pour une sequence 
d'acides amines ayant une homologie de 40 & 80 % de 
preference de 50 & 60 % avec au moins un enchainement 
d» environ 25 acides amines des sequences Al ou A2. 
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FEUILLE DE REM PLACEMENT 
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Une seconde famille de fragments d' ADN selon 
l 1 invention comprend des fragments d'ADNc d'une 
protdine PAP humaine, tels qu f obtenus par la mise en 
oeuvre des ttapes suivantes : 

- un premier criblage d'une bibliothfeque d'ADNc 
pancrtatique humaine , ledit ADNc humain 6tant insdrt 
dans un vecteur de clonage approprit, comprenant 
l 1 hybridation avec des sondes constitutes par l'ADNc de 
la prottine PAP du rat, dans une solution constitute 
par : 6 x SSC, 5 x Denhart, 0,5 % SDS, 10 mM EDTA, 200 
tig ADN de sperme de saumon, pendant 18 heures £ 68 *C 
suivie d*un ringage dans les conditions suivantes : 6 x 
SSC, 0,1 % SDS, 2 fois 15 minutes & 65'C, 

- la selection des clones positifs d f ADNc humain ayant 
hybridd lors du criblage avec l'ADNc de la prottine PAP 
de rat, ces clones etant dits positifs, 

- un deuxieme criblage avec une sequence d ' ADNc d'une 
prottine PSP dans les conditions d 1 hybridation ci- 
dessus avec un rin^age en presence de 0,1 x SSC, 0,1 % 
SDS, pendant 2 heures & 65*C, afin d^liminer les 
clones non specif iques de 1 1 ADNc de PAP humaine ayant 
cependant hybride avec l»ADNc de PAP de rat et 

- la recuperation des clones n' ayant pas hybride avec 
l'ADNc PSP, 

- la recuperation des fragments d • ADNc des clones 
positifs obtenus. 

Un vecteur de clonage particuliferement avantageux 
pouvant etre modifie par l'ADNc humain pour la 
realisation de la bibliotheque d'ADNc pancr6atique 
humaine, est le vecteur AgtlO. 

La PSP est une proteine qui presente certaines 
analogies structurales avec la PAP de rat. Cette 
proteine a ete decrite par Giorgi et al, J. Clin. 
Invest. (1989), 84, 100-106. 
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Les fragments d 1 ADNc ainsi d6finis sont 
caract&ristiques de la famille de prolines comprenant 
la prot£ine PAP humaine. 

Selon un mode de realisation particulier de 
I 1 invention, des fragments pr6f£r6s d'ADNc sont tels 
qu'obtenus par la mise en oeuvre des etapes pr£c6dentes 
auxquelles est ajoutde l'6tape suivante, avant la 
recuperation des fragments d'ADNc des clones positifs 
obtenus : criblage avec l'ADNc de PAP de rat dans des 
conditions d 1 hybridation telles que celles decrites 
ci-dessus, avec un ringage pendant 2 heures & 65' C. 

Selon un mode de realisation avantageux de 
1* invention, un fragment d 1 ADNc codant pour la PAP 
humaine r6pond * 1 'enchainement S3 suivant : 

ATG CTG 



CCT 


CCC 


ATG 


GCC 


CTG 


CCC 


AGT 


GTA 


TCT 


TGG 


ATG 


CTG 


CTT 


TCC 


TGC 


CTC 


ATG 


CTG 


CTG 


TCT 


CAG 


GTT 


CAA 


GGT 


GAA 


GAA 


CCC 


CAG 


AGG 


GAA 


CTG 


CCC 


TCT 


GCA 


CGG 


ATC 


CGC 


TGT 


CCC 


AAA 


GGC 


TCC 


AAG 


GCC 


TAT 


GGC 


TCC 


CAC 


TGC 


TAT 


GCC 


TTG 


TTT 


TTG 


TCA 


CCA 


AAA 


TCC 


TGG 


ACA 


GAT 


GCA 


GAT 


CTG 


GCC 


TGC 


CAG 


AAG 


CGG 


CCC 


TCT 


GGA 


AAC 


CTG 


GTG 


TCT 


GTG 


CTC 


AGT 


GGG 


GCT 


GAG 


GGA 


TCC 


TTC 


GTG 


TCC 


TCC 


CTG 


GTG 


AAG 


AGC 


ATT 


GGT 


AAC 


AGC 


TAC 


TCA 


TAC 


GTC 


TGG 


ATT 


GGG 


CTC 


CAT 


GAC 


CCC 


ACA 


CAG 


GGC 


ACC GAG 


CCC 


AAT 


GGA 


GAA 


GGT 


TGG 


GAG 


TGG 


AGT 


AGC 


AGT 


GAT 


GTG 


ATG 


AAT 


TAC 


TTT 


GCA 


TGG 


GAG 


AGA 


AAT 


CCC 


TCC 


ACC 


ATC 


TCA 


AGC 


CCC 


GGC 


CAC 


TGT 


GCG 


AGC 


CTG 


TCG 


AGA 


AGC 


ACA GCA 


TTT 


CTG 


AGG 


TGG 


AAA 


GAT 


TAT 


AAC 


TGT 


AAT 


GTG AGG 


TTA 


CCC 


TAT 


GTC 


TGC 



AAA GTT CAC 

L 1 invention vise aussi le fragment d'ADNc S4 qui 
comprend la sequence S3 ainsi que les enchainements 
d'ADN suivants respect ivement & ses extremites NH 2 - et 
COOH - terminales : 

cgggagagtgactcctgattgcctcctcaagtcgcagacact 
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et, tgactagtgcaggagggaagtcagcagcctgtgtttggt 
gtgcaactcatcatgggcatgagaccagtgtgaggactcaccctggaagaga 
atattcgcttaattcccccaacctgaccacctcattcttatctttcttctgt 
ttcttcctccccgctagtcatttcagtctcttcattttgtcatacggcctaa 
ggctttaaagagcaataaaatttttagtctgcaaaaaaa 

Selon un autre mode de realisation de 1' invention, 
l'ADNc de la PAP humaine est caracterise en ce qu'il 
code pour la protdine r^pondant a la sequence d'acides 



amines A3 suivante : 



Pro 


Pro 


Met 


Ala 


Leu 


Pro 


Ser 


Val Ser 


Trp 


Melt 


Leu 


Leu 


Ser 


Cys 


Leu 


Met 


Leu 


Leu 


Ser 


Gin Val 


Gin 


Gly 


Glu 


Glu 


Pro 


Gin 


Arg 


Glu 


Leu 


Pro 


Ser 


Ala Arg 


He 


Arg 


Cys 


Pro 


Lys 


Gly 


Ser 


Lys 


Ala 


Tyr 


Gly 


Ser His 


Cys 


Tyr 


Ala 


Leu 


Phe 


Leu 


Ser 


Pro 


Lys 


Ser 


Trp 


Thr Asp 


Ala 


Asp 


Leu 


Ala 


Cys 


Gin 


Lys 


Arg 


Pro 


Ser 


Gly 


Asn Leu 


Val 


Ser 


Val 


Leu 


Ser 


Gly 


Ala 


Glu 


Gly 


Ser 


Phe 


Val Ser 


Ser 


Leu 


Val 


Lys 


Ser 


He 


Gly 


Asn 


Ser 


Tyr 


Ser 


Tyr Val 


Trp 


He 


Gly 


Leu 


His 


Asp 


Pro 


Thr 


Gin 


Gly 


Thr 


Glu Pro 


Asn 


Gly 


Glu 


Gly 


Trp 


GlU 


Trp 


Ser 


Ser 


Ser 


Asp 


Val Met 


Asn 


Tyr 


Phe 


Ala 


Trp 


Glu 


Arg 


Asn 


Pro 


Ser 


Thr 


He Ser 


Ser 


Pro 


Gly 


His 


Cys 


Ala 


Ser 


Leu 


Ser 


Arg 


Ser 


Thr Ala 


Phe 


Leu 


Arg 


Trp 


Lys 


Asp 


Tyr 


Asn 


Cys 


Asn 


Val 


Arg Leu 


Pro 


Tyr 


Val 


Cys 



Lys Val His 

Selon une autre definition, des fragments d'ADNc 
de la deuxieme famine, un fragment d'ADNc selon 
1» invention est caracterise en ce qu'il comprend une 
sequence nucleotidique presentant une homologie d'au 
moins 60 %, de preference d'au moins 70 % avec au moins 
un enchainement d' environ 100 nucleotides, compris dans 
la sequence S2 suivante caracteristique de l'ADNc de la 
PAP mature de rat, ou dans la sequence S3 donnee ci- 
dessus et caracteristique d'un fragment d'ADNc de PAP 
humaine. 
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L' invention vise aussi des fragments d'ADNc codant 
pour la PAP humaine caracterises par leur capacity 
d'hybridation avec la sequence nucleotidique SI 
caracteristique de l'ADNc de la PAP de rat, et/ou avec 
la sequence nucleotidique S2 caracteristique de l'ADNc 
de la PAP nature de rat, dans une solution 
d'hybridation contenant 6 x SSC, 5 x Denhart, 0,5 * 
SDS, 10 mM EDTA, 200 ng ADN de sperme de saumon, 
pendant 18 heures a 68 *C et avec un rin<?age dans une 
solution comprenant 6 x SSC, 0,1 % SDS, 2 fois pendant 
15 minutes a 65 'C. 

Un fragment d'ADNc de la PAP humaine 
particulierement pre fere dans le cadre de la pr6sente 
demande, est caract6ris6 en ce qu'il comprend la 
sequence nucleotidique suivante: 

10 20 30 40 50 60- 

TTTGTTAAGG ATTCCCTTGA GAATTATGTA AAAGTTTTAC AAGAGTCCAT CTCATTCTCT 

70 80 90 100 110 120 

TTGTCCCCCT CAAAGCTGGC TTGCCAGAAG CGGCCCTCTG GAAAACTGGT GTCTGTGCTC 

130 140 150 160 170 180 

AGTCGCGCTG AGGGATCCTT CGTGTCCTCC CTGGTGAGGA GCATTAGTAA CAGCTACTCA 

190 200 210 220 230 240 

TACATCTGGA TTGGGCTCCA TGACCCCACA CAGGTGCGAG TATATCCTCC CCTCTCTGTT 

250 260 270 280 290 300 

ACCTCTCAAG GTACTGTTGT TGCCCAGGCG CACTCCCTGT CCCCAGTCCC TGCCCAGGAA 



GTACTT 



FEUILLE DE REM PLACEMENT 
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Les inventeurs ont constats que la sequence 
prot6ique d6duite de cette sequence nucldotidique 
humaine pr6sente certaines homologies avec la sequence 
codant pour la prot6ine PAP de rat, bien que la seule 
connaissance jusqu 1 * present des anticorps dirig6s 
contre la PAP de rat ne permettalt pas de d£tecter la 
prot£ine PAP humaine dans un 6chantillon biologique 
donn6. 

L 1 identification d'un fragment d 1 ADNc codant pour 
la prot6ine PAP humaine permet maintenant d'envisager 
la production de cette prot6ine, notamment par voie de 
g£nie g^netique, ainsi que l'obtention d 1 anticorps, 
utilisables en tant que moyens de diagnostic d'une 
pancr6atique aigue. 

L' invention concerne 6galement un fragment d'acide 
nucl6ique caract6ris6 en ce qu'il s'agit du fragment 
d'ADN compl£mentaire des fragments d 1 ADNc ci-dessus 
ddfinis, ou encore en ce qu'il s'agit du fragment d'ARN 
correspondant & ces ADNc. 

L f invention vise aussi tout fragment de sequence 
nucl£otidique codant pour la PAP humaine, susceptible 
d f §tre utilise comme sonde, apr&s un marquage appropri£ 
dudit fragment, en vue de r6aliser la detection I'acide 
nucl6ique caract6ristique de la PAP humaine dans un 
gchantillon biologique. 

L v invention concerne ggalement la prot£ine PAP 
humaine telle qu'obtenue par I'expression d'un fragment 
d' ADNc de la PAP humaine, tel que d6fini ci-dessus, au 
moyen d'un systeme d' expression adapts, par exemple un 
hote cellulaire transform^ par un vecteur d' expression, 
lui-meme modifi6 par l 1 insertion du susdit fragment 
d'ADNc de la PAP humaine. 

Une prot£ine PAP humaine particuliere selon 
l 1 invention est une proteine telle qu'obtenue par 
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1» expression d*un fragment d f ADNc de la PAP humaine, 
ins6r6 en phase dans un vecteur pEX, dans E.coli , 
notamment dans E.coli souche pop2136. 

Des prolines PAP humaines selon 1* Invention sont 
aussi caracteris£es en ce que leurs sequences d 1 acides 
amines pr£sentent une homologie d 9 au moins 50%, de 
preference d 9 au moins 60% et de fa<?on trfes pr6fer6e 
d'au moins 70 % avec au moins un enchainement d f environ 
25 acides amines, compris dans la sequence A2 de la 
proteine PAP de rat mature, ou dans la sequence A3 de 
la proteine PAP humaine ci-dessus decrite. 

Selon un mode de realisation particulier de 
I 1 invention, la proteine PAP humaine repond a la 
sequence A3 donn6e dans les pages pr6cedentes. 

L 1 invention vise aussi tout fragment de la 
sequence A3 d&s lors qu'il est reconnu par des 
anticorps reconnaissant cette sequence, notamment des 
anticorps monoclonaux diriggs specif iquement contre la 
sequence A3. 

La proteine PAP humaine peut etre produite par les 
techniques du genie gdnetique ou encore par 
purification, par exemple par chromatographies & partir 
d*un echantillon biologique la contenant . 

Selon une definition particuliere de I 1 invention, 
la proteine PAP humaine repondant aux definitions 
precedentes, comprend la sequence d 1 acides amines 
suivante : 
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Phe Val Lys Asp Ser Leu Glu Asn Tyr Val Lys Val Lau 13 

78 

Gin Glu Ser He Ser Phe Ser Leu Ser Pro Ser Lys Leu 26 

117 

Ala Cys Gin Lys Arg Pro Ser Gly Lys Leu Val Ser Val 39 

156 

Leu Ser Gly Ala Glu Gly Ser Phe Val Ser Ser Leu Val 52 

195 

Arg Ser He Ser Asn Ser Tyr Ser Tyr He Trp He Gly 65 

234 

Leu His Asp Pro Thr Gin Val Arg Val Tyr Pro Pro Leu 78 

273 

Ser Val Thr Ser Gin Gly Thr Val Val Ala Gin Ala His 91 

306 

Ser Leu Ser Pro Val Pro Ala Gin Glu Val Leu 102 

Entre dgalement dans le champ de la presente 
invention, la prot£ine PAP de rat caracterisee en ce 
qu'elle rgpond & 1 ' enchainement d'acides amines A2 ci- 
dessus, ou une variante ou vine partie de cette sequence 
dfes lors que cette partie ou cette variante est 
reconnue par des anticorps dirig£s contre la prot6ine 
PAP de rat ou qu'elle presente une homologie d'au moins 
50 %, de preference d'au moins 60 % avec la sequence A2 
de PAP de rat ci-dessus, ou avec la sequence A3 de la 
PAP humaine. 

L 1 invention vise aussi la proteine PAP de rat, 
r£pondant & la sequence Al ou h une variante de Al 
pr£sentant les caractdristiques d6f inies ci-dessus 
vis-a-vis de la sequence d'acides amines A2. 

Chez le rat la PAP est presente en tres faible 
quant ite au niveau d'un pancreas humain normal, et sa 
synthese peut etre considerablement augment^e en cas de 
pancr6atite aigue jusqu'a un niveau d 1 environ 50 a 100 
fois supdrieur & celui qui existe dans le pancreas 
normal • 
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La proteine PAP de rat subit une augmentation de 
son taux dans le sue pancr6atique lors d'une 
pancr6atite aigue, alors que le taux des autres enzymes 
diminue. 

De plus, dans la pancr£atite, toutes les proteines 
secretoires pancr^atiques passent dans le sang. Par 
consequent, la mise en oeuvre dans le sang ou dans un 
autre dchantillon biologigue d'un patient humain (par 
exemple l f urine ou le liquide p6riton6al) , du dosage de 
la proteine PAP dont la synthase est considerablement 
augments en cas de pancr6atite, laisse supposer que 
l f on aura un diff6rentiel normal/pathologique, beaucoup 
plus important que lors des tests habituellement 
utilises pour la detection, et done beaucoup plus 
facilement d6celable. 

L 1 invention se rapporte aussi dans ce but & des 
anticorps caract6ris6s en ce qu f ils reconnaissent la 
proteine PAP humaine pr6c6demment d6finie, ces 
anticorps pouvant Stre soit polyclonaux soit 
monoclonaux. 

Des anticorps monoclonaux sont par exemple des 
anticorps tels que produits par un hybridome 
prdalablement forme par fusion d f une cellule de my61ome 
avec une cellule spienique d'un animal prealablement 
immunise avec une proteine PAP humaine. 

L f invention concerne aussi les hybridomes formes 
par fusion de cellules de myeiome et de cellules 
spieniques d 1 animal prealablement immunise avec la 
proteine PAP humaine, notamment avec la proteine 
correspondant k I'enchainement d'acides amines A3. 

Des anticorps monoclonaux particuliferement 
avantageux dans le cadre de 1» invention, sont ceux qui 
reconnaissent de fa?on specifique la partie NH 2 - 
terminale de la PAP humaine. Des anticorps particuliers 
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sont ggalement d6finis en ce qu 9 ils reconnaissent la 
PAP humaine et ce qu'ils sont d6pourvus de reaction 
immunologique avec les autres lectines. 

A titre d v exemple, un anticorps monoclonal 
int6ressant notamment pour la detection de la PAP 
humaine est un anticorps monoclonal dirigg contre le 
peptide suivant de la PAP humaine : Glu Glu Pro Gin 
Arg. Pour suivre ce peptide dans des tests de detection 
de la PAP humaine on a par exemple ajoutg un r£sidu 
tyrosine sur I'arginine de fa$on h rendre possible le 
marquage & l f Iode selon les techniques habituelles de 
marguage . 

L 1 invention concerne aussi des anticorps anti- 
idiotypiques dirig6s contre les determinants 
antig6niques des anticorps de 1» invention reconnaissant 
la PAP humaine. 

D 1 autres anticorps selon l 1 invention sont des 
anticorps monoclonaux qui reconnaissent la prot£ine PAP 
de rat. 

Un protocole d 1 immunisation d'animaux choisis, 
notamment de souris ou de lapins, pour la mise en 
oeuvre de l 1 invention , est le protocole d6crit par 
Kohler et Milstein, Nature (1975), 256, 495-497. 

Entre 6galement dans le cadre de l 1 invention, un 
vecteur d 1 expression et/ou de clonage, caract6ris6 en 
ce qu»il comprend un fragment d'ADN choisi parmi les 
fragments pr£c£demment dgfinis. 

Des vecteurs d' expression et/ou de clonage 
particuliferement avantageux pour la mise en oeuvre de 
1* invention comprennent le plasmide d 1 expression pEX 
capable d'exprimer l'ADNc de la proteine PAP humaine 
dans une bacterie, par exemple E.coli . 

D f autres vecteurs sont choisis en fonction de 
1 ■ hote chez lequel on recherche 1 1 expression . A cet 



WO 91/16428 



PCT/FR91/00323 



19 

£gard, il peut s»agir pour les cellules de mammifferes, 
d f un vecteur de type baculovirus. 

L f invention se rapporte 6galement it un h6te 
cellulaire trans form£ par un vecteur d 1 expression tel 
que pr6c6demment d£fini, dans des conditions permettant 
l'obtention de la prot6ine ou du peptide cod£ par le 
fragment d'ADN de l f invention, ins6r6 dans ce vecteur. 

A titre d 1 exemple, des hdtes cellulaires formant 
un systfeme d 1 expression addquat pour les fragments 
d f ADN de 1" invention, sont des bact6ries telles que 
E.coli , notamment la souche pop2136. 

L 1 invention concerne 6galement le produit 
d' expression de l'hote cellulaire transforme selon ce 
qui precede. 

Avantageusement on choisira d»exprimer le fragment 
d'ADN selon !• invent ion dans un hote procaryote ou 
eucaryote en fonction du produit que l'on souhaite 
avoir s'agissant notamment de sa glycosylation. 

A titre d f exemple, des hdtes cellulaires 
int6ressants pour la mise en oeuvre de l 1 invention, 
sont des bact6ries, par exemple E.coli , des levures, 
des cellules d'insectes ou de mammif feres, par exemple 
des cellules CHO. 

La pr6sente invention concerne 6galement des 
compositions, caract6ris6es en ce qu'elles comprennent 
au moins un anticorps choisi parmi ceux qui ont 6t6 
pr£c6demment d^finis, dirig6s contre la prot6ine PAP 
humaine. Une telle composition peut §tre une 
composition pour le diagnostic in vitro , pour la mise 
en oeuvre sur un 6chantillon biologique tel que le 
sang, l'urine ou le liquide p6riton6al d'un patient 
manifestant des symptdmes de la pancr^atite aigue. 

Les anticorps utilises seront le cas 6ch6ant 
marqu6s par des marqueurs chimiques adaptes. 
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L' invention vise aussi un kit pour le diagnostic 
in vitro de la pancr6atite aigue h partir d*un 
6chantillon biologique d6termin6, caract6ris6 en ce 
qu 1 !! comprend: 

- au moins un anticorps choisi parmi les pr6c6dents 
capable de d6tecter la presence d f un antig&ne de type 
PAP humaine dans ledit 6chantillon biologique , lesdits 
anticorps 6tant marqu6s, 

- selon la nature du marquage, un r6actif pour ddtecter 
la presence d'un complexe du type antigfene-anticorps 
sp6cif ique, 

- un t6moin n6gatif . 

De pr6f6rence les anticorps mis en oeuvre sont 
sp6cifiques de la PAP humaine d&s lors qu»ils sont 
d6pourvus de reaction avec les autres lectines connues. 

Pour effectuer le marquage des anticorps selon 
l 1 invent ion , on pourra avoir recours par exemple 4 des 
radioisotopes, & des marqueurs chimiques ou 
enzymatiques, & des marqueurs chimioluminescerits. 

L 1 invention se rapporte par ailleurs & un proc6d6 
pour de teeter in vitro une pancr6atite aigue h partir 
d'un 6chantillon biologique comprenant les stapes de: 

mise en contact de l f 6chantillon biologique 
susceptible de contenir la PAP humaine avec des 
anticorps dirig6s contre la PAP humaine, 

- detection de la reaction antigene-anticorps entre les 
susdits anticorps et la PAP humaine. 

L 1 invention vise aussi ^utilisation des anticorps 
dirig6s contre la PAP le cas 6ch6ant sous forme de 
composition comprenant plusieurs anticorps marqu6s, 
pour la visualisation en imagerie medicale de la glande 
pancrdatique, 1* anticorps 6tant au pr6alable marqu6 k 
l'aide d'un radioisotope ou d'un marqueur chimique ou 
enzymatique. 
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La visualisation peut permettre de deceler la 
presence de PAP humaine. 

A cet 6gard, 1» invention vise un proc6d6 
d f observation de la glande pancreatique caracterise 
par : 

- I 1 injection h un patient d'une composition ci-dessus, 
dans des conditions physiologiquement acceptables, 

- 1 1 observation d'une reaction entre les anticorps 
contenus dans la susdite composition et la PAP humaine 
lorsqu'elle est presente. 

D'autres caracteristiques et avantages de 
1' invention apparaitront dans les exemples et les 
figures qui suivent ; 

- figure 1 : Expression de la PAP et de I 1 amylase au 
cours de la pancreatite aigue experimentale du rat. 
Analyse par "Northern blot" - charge par piste : 30 jig 
ARN total, le meme filtre a ete utilise success ivement 
pour PAP et Amylase* Sondes : cDNA PAP (environ 800 bp) 
et Amylase (environ 1100 bp) , marquees au K P avec une 
activity specif ique d 1 environ 2xl0 9 cpm/mg. 

- on a observe les phenom£nes suivants : induction de 
^expression du gfene pap (12 heures -48 heures) (phase 
aigue) ; suppression de l 1 induction durant la 
recuperation (5-10 jours) ; au contraire, I'amylase 
baisse durant la phase aigue. 

- figure 2 : sequence nucieotidique codant pour la PAP 
de rat, et la sequence d'acides amines correspondante . 

- figure 3 : Fragment de la sequence nucieotidique 
codant pour la PAP humaine, et la sequence decides 
amines correspondante. 

- figure 4 ; sequence nucieotidique (S4) caracteristique 
de la PAP humaine dont la sequence codante S4, et la 
sequence d'acides amines (A3) qui lui correspond. 
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1. Construction d'une bibliothfcque DNAc pancr6atique 
de rat dans le voctour X gtll. 

Preparation de l'ARN pancr6atique de rat : la 
preparation a ete r6alis6e en suivant exaotement la 
technique de Chirgwin, J.M. , et al, Biochemistry (WASH) 
(1979), 19, 5294-5299. La fraction des ARN messagers de 
cet ARN total a 6t6 separee par chromatographic sur 
colonne d'oligo-dT cellulose selon la technique de 
Aviv, H. et Leder, P., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 
(1972), 69, 1408-1412. 

Preparation du cDNA : l'ADNc prancr6atique a ete 
synthetis6 a l'aide du kit commercialise par Amersham 
France S.A. (code RPN 1256), en suivant exactement les 
recommandations du fabricant. 

Construction de la bibliotheque : la bibliotheque 
a 6te construite dans le vecteur d* expression Xgtll a 
l'aide du kit commercialise par Amersham France S.A. 
(code RPN 1280) , en suivant exactement les 
recommandations du fabricant. 

2. Construction d'une bibliotheque d'ADNc pancr6atique 
humaine dans le veoteur xgtio. 

Preparation d'ARN pancr6atique humain et synthase 
de l'ADNc correspondant aux ARN messagers : des 
fragments de pancreas normal provenant de donneurs 
d'organe en coma depasse ont ete traites comme decrit 
ci-dessus pour le pancreas de rat. 

Construction de la bibliotheque : la bibliotheque 
a 6te construite dans le vecteur de clonage AgtlO k 
l'aide du kit commercialise par Amersham France S.A. 
(code RPN 1257) , en suivant les recommandations du 
fabricant. 

3. Criblage de la bibliotheque d'ADNc pancr6atique 
humaine avec un clone exprimant la PAP de rat. 
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A partir de la bibliothfeque d*ADNc pancr^atique de 
rat construite selon la m6thode ci-dessus, on a 
s61ectionn6 un clone reconnu par des antlcorps 
polyclonaux dirlg6s contre la PAP de rat. 

L'ADNc de ce clone de PAP de rat a £t£ isol6 et 
utilise en tant que sonde pour cribler la banque d 9 ADNc 
pancr£atique humaine obtenue dans AgtlO, telle que 
d£crite ci-dessus. 

Dans un premier temps, le criblage a 6t6 rdalis6 
dans les conditions de stringence suivantes 6 x SSC, 5 
X Denhart, 0,5 % SDS, 10 mM EDTA, 200 fig ADN de sperme 
de saumon, 18 heures h 68 *C avec un ringage dans 6 x 
SSC, 0,1 % SDS, 2 fois pendant 15 minutes a 65 *C. Ceci 
permet d'obtenir environ 80 clones d'ADNc humain. 

Ensuite on a r6alis6 un criblage avec l»ADNc PSP, 
dans le but d f 61iminer les clones non caract6ristiques 
de la PAP humaine, qui 6taient cependant capable 
d'hybrider avec 1 • ADNc de la PAP de rat dans les 
conditions ci-dessus: on a recuper6 environ 50 clones 
qui comportent done un fragment d 1 ADNc codant pour une 
prot£ine ou un polypeptide appartenant & la famille de 
la protdine PAP humaine. 

Parmi ces clones on a s£lectionn£ ceux dont l'ADNc 
pr6sente la plus forte homologie avec la prot^ine PAP 
de rat, en r6alisant un second criblage au moyen de 
l'ADNc de PAP de rat dans des conditions de stringence 
suivantes 6 x SSC, 5 x Denhart, 0,5 % SDS, 10 mM EDTA, 
200 /ig ADN de sperme de saumon, 18 heures & 68* avec un 
ringage dans 6 x SSC, 0,1 % SDS, pendant 2 heures a 
65*C On a ainsi s61ectionn6 9 clones positifs. 

4. Sequensage des clones s61ectionnes 

Les insertions des clones int6ressants ont 6t6 
sous-clonees dans les phages M13mpl8-M13mpl9 comme 
d6crit dans "Molecular Cloning, a laboratory manual" 



WO 91/16428 



PCT/FR91/00323 



24 

Sambrook , J., Fritsch, E.F., et Maniatis T. eds r Cold 
Spring Harbor Laboratory Press (1990). Le s6quen?age 
des phages M13 recombinants a 6t6 r6alis6 par la 
technique d6crite par Sanger F. et al, Proc. Natl. 
Acad. Sci. (USA) (1977), 74, 5463-5467, en utilisant 
I 1 amorce universelle commercial is6e par Amersham (code 
N4511) . 

5. Expression d'un fragment de PAP dans E.coll i 
1 « aide du plasmide d» expression pEX et preparation 
d'anticorps contre la protdine hybrids. 

Un kit d 1 expression faisant appel au plasmide pEX 
dans E. coli f commercialism par la soci6td Genofit sous 
la r6f6rence G2104, a 6t6 utilise en suivant les 
recommandations du fabricant. Des fragments de 
restriction correspondant & la sequence codante de la 
prot£ine ont 6t6 ins6r6s dans le plasmide pEX. Les 
plasmides recombinants ont servi & transformer des 
bact6ries ( E, coli souche pop 2136) . Les prot6ines des 
bact6ries recombinantes ont 6t6 analysees par 
61ectrophorese en gel de polyacrylamide & 7,5 %. La 
bande prot6ique correspondant 4 la PAP hybride a 6t6 
d6coup6e, homogen6is6e dans de l 1 adjuvant de Freund et 
inject6e & des lapins & raison de 3 injections par 
lap in k 3 semaines d*intervalle, chaque injection 
contenant environ 20 ng de prot6ine hybride. Le sang 
des lapins a ensuite 6td pr61ev6 et les 
immunoglobulines G purifi^es sur colonne de prot6ine 
A-Sepharose (Pharmacia-France) • 
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REVENDICATIONS 

1. Fragment d'ADNc caracttristique d'une prottine 
PAP humaine, tel qu'obtenu par la mise en oeuvre des 
stapes suivantes : 

- un premier criblage d'une biblioth&que d'ADNc 
pancreatigue humaine, ledit ADNc humain ttant instrt 
dans un vecteur de clonage approprit, comprenant 
l 1 hybridation avec des sondes constitutes par 1 1 ADNc 
de la prottine PAP du rat, dans une solution constitute 
par : 6 x SSC, 5 X Denhart, 0,5 % SDS, 10 mM EDTA, 200 
/ug ADN de sperme de saumon, pendant 18 heures k 68 *C, 
suivie d'un ringage dans les conditions suivantes : 6 x 
SSC, 0,1 % SDS, 2 fois 15 minutes a 65 *C, 

- la selection des clones positifs d'ADNc humain ayant 
hybride lors du criblage avec I'ADNc de la prottine PAP 
de rat, ces clones ttant dits positifs, 

- un deuxifeme criblage avec une sequence d'ADNc d'une 
prottine PSP dans les conditions d 'hybridation ci- 
dessus avec un ringage en presence de 0,1 x SSC, 0,1 % 
SDS, pendant 2 heures & 65 *C afin d'tliminer les clones 
non sptcifiques de I'ADNc de PAP humaine ayant 
cependant hybridt avec 1 1 ADNc de PAP de rat et 

- la recuperation des clones n 1 ayant pas hybrids avec 
1 'ADNc PSP, 

la rtcuptration des fragments ADNc des clones 
positifs obtenus. 

2. Fragment d'ADNc caracttristique d'une prottine 
PAP humaine selon la revendication 1, caracttrist en ce 
que l'ttape de criblage avec I'ADNc PSP est suivie 
d'une ttape de criblage avec I'ADNc de PAP de rat, dans 
une solution d' hybridation contenant 6 x SSC, 5 x 
Denhardt, 0,5 % SDS, 10 mM EDTA, 200 fig d ' ADN de sperme 
de saumon, pendant 18 heures & 68 # C, suivi d'un ringage 
pendant 2 heures h 65 *C. 
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3. Fragment d'ADNc de la PAP humaine selon l'une 
guelcongue des revendications 1 ou 2, caracterise en ce 
qu'il repond a la sequence S3 suivante : 



ATG CTG 



CCT 


CCC 


ATG 


GCC 


CTG 


CCC 


AGT 


GTA 


TCT 


TGG 


ATG 


CTG 


CTT 


TCC 


TGC 


CTC 


ATG 


CTG 


CTG 


TCT 


CAG 


GTT 


CAA 


GGT 


GAA 


GAA 


CCC 


CAG 


AGG 


GAA 


CTG 


CCC 


TCT 


GCA 


CGG 


ATC 


CGC 


TGT 


CCC 


AAA 


GGC 


TCC 


AAG 


GCC 


TAT 


GGC 


TCC 


CAC 


TGC 


TAT 


GCC 


TTG 


TTT 


TTG 


TCA 


CCA 


AAA 


TCC 


TGG 


ACA 


GAT 


GCA 


GAT 


CTG 


GCC 


TGC 


CAG 


AAG 


CGG 


CCC 


TCT 


GGA 


AAC 


CTG 


GTG 


TCT 


GTG 


CTC 


AGT 


GGG 


GCT 


GAG 


GGA 


TCC 


TTC 


GTG 


TCC 


TCC 


CTG 


GTG 


AAG 


AGC 


ATT 


GGT 


AAC 


AGC 


TAC 


TCA 


TAC 


GTC 


TGG 


ATT 


GGG 


CTC 


CAT 


GAC 


CCC 


ACA 


CAG 


GGC 


ACC 


GAG 


CCC 


AAT 


GGA 


GAA 


GGT 


TGG 


GAG 


TGG 


AGT 


AGC 


AGT 


GAT 


GTG 


ATG 


AAT 


TAC 


TTT 


GCA 


TGG 


GAG 


AGA 


AAT 


CCC 


TCC 


ACC 


ATC 


TCA 


AGC 


CCC 


GGC 


CAC 


TGT 


GCG 


AGC 


CTG 


TCG 


AGA 


AGC 


ACA 


GCA 


TTT 


CTG 


AGG 


TGG 


AAA 


GAT 


TAT 


AAC 


TGT 


AAT 


GTG 


AGG 


TTA 


CCC 


TAT 


GTC 


TGC 



AAA GTT CAC 
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4. Fragment d'ADNc de la PAP humaine selon l'une 
guelconque des revendications 1 ou 2, caractdrise en ce 
qu'il code pour 1 ' enchainement d'acides amines A3 
suivant : 

Met Leu 



pro 


Pro 


new 


Ala 


T Qll 

ijeu 




OCl 


V CL J. 






Met 


Leu 


Leu 


ser 


Cys 


T All 

Lieu 


new 


T /Ml 

Xjeu 


T Q11 

IaSU 


OCl 


Gin 

will 


Val 


Gin 


Glv 


Glu 


Glu 


Pro 


Gin 


Arg 


Glu 


Leu 


Pro 


Ser 


Ala 


Arg 


lie 


Arg 


Cys 


Pro 


Lys 


Gly 


Ser 


Lys 


Ala 


Tyr 


Gly 


Ser 


His 


Cys 


Tyr 


Ala 


Leu 


Phe 


Leu 


Ser 


Pro 


Lys 


Ser 


Trp 


Thr 


Asp 


Ala 


Asp 


Leu 


Ala 


Cys 


Gin 


Lys 


Arg 


Pro 


Ser 


Gly 


Asn 


Leu 


Val 


Ser 


Val 


Leu 


Ser 


Gly 


Ala 


Glu 


Gly 


Ser 


Phe 


Val 


Ser 


Ser 


Leu 


Val 


Lys 


Ser 


He 


Gly 


Asn 


Ser 


Tyr 


Ser 


Tyr 


Val 


Trp 


He 


Gly 


Leu 


His 


Asp 


Pro 


Thr 


Gin 


Gly 


Thr 


Glu 


Pro 


Asn 


Gly 


Glu 


Gly 


Trp 


Glu 


Trp 


Ser 


Ser 


Ser 


Asp 


Val 


Met 


Asn 


Tyr 


Phe 


Ala 


Trp 


Glu 


Arg 


Asn 


Pro 


Ser 


Thr 


He 


Ser 


Ser 


Pro 


Gly 


His 


Cys 


Ala 


Ser 


Leu 


Ser 


Arg 


Ser 


Thr 


Ala 


Phe 


Leu 


Arg 


Trp 


Lys 


Asp 


Tyr 


Asn 


Cys 


Asn 


Val 


Arg 


Leu 


Pro 


Tyr 


Val 


Cys 



Lys Val His 

5. Fragment d'ADNc caracteristique d'une proteine 
PAP humaine selon la revendication 1 ou la 
revendication 2, caracterise en ce qu f il comprend une 
sequence nucleotidique presentant une homologie d'au 
moins 60 %, de preference d'au moins 70 % avec au moins 
un enchainement d'environ 100 nucleotides, compris dans 
la sequence S2 suivante caracteristique de l^ADNc de la 
PAP mature de rat, ou dans la sequence S3 
caracteristique d'un fragment d'ADNc de PAP humaine. 
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Sequence S2 : 



OOO^OhOKOHOUOHO 



U << * t« U i< < 

OH- friOHUHO 
OOOE->«<UhU 

o^otiotiouooo<<ouo<< 

0<<OUOOOfriOOO<<0<<00 

o«<o<<oo<<<< 
ohohooohouooohoo 

Ok<Oi<OUOHOOO<<OUOi< 

P H •< H < H H O 

oe-*ohouooouo«<ohou 
<< O H O H H <n * n H o O *<? U 

«< O •< U U H «< 
O H U H << O << 

o u fri u o h o 
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6. Fragment d'ADNc caracteristique d'une proteine 
PAP humaine selon selon l'une quelconque des 
revendications 1 ou 2, caracterise en ce qu»il est 
capable d'hybrider avec la sequence nucleotidique SI 
suivante caracteristique de l'ADNc de la PAP de rat, 
et/ou avec la sequence nucleotidique S2 caracteristique 
de l'ADNc de la PAP de rat mature dans une solution 
d' hybridation contenant 6 x SSC, 5 x Denhart, 0,5 % 
SDS, 10 mM EDTA, 200 fig ADN de sperme de saumon, 
pendant 18 heures a 68 *C et avec un rincage dans une 
solution comprenant 6 x SSC, 0,1 % SDS, 2 fois pendant 
15 minutes k 65 *C. 
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30 
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7. Fragment d 1 ADNc carac6ristique d f une prot6ine 
PAP humaine selon la revendication 1 ou la 
revendication 2, caract6ris6 en ce qu'il comprend la 
sequence nucl^otidique suivante: 
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O H 



CM O 

p 



o 

CM 



O 

eg 

CM 



I 

o 

O 

P. 



O O O 
CO H o\ 
HO H 



ss 

8 

i 

SS 

CM p 
H 
O 
O 

I 

5 

O 
H 
U 
H 
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8* Fragment d'ADNc caract6ris6 en ce qu'il rdpond 
A la sequence nucl£otidique SI codant pour la prot£ine 
PAP de rat, & une partie ou h une variante de cette 
sequence dfes lors que cette partie ou variante code 
pour une protdine ou un peptide reconnu par des 
anticorps diriggs contre la prot6ine PAP de rat ou 
qu'elle hybride avec la sequence SI dans une solution 
d 'hybridation contenant 6 x SSC, 5 x Denhart, 0,5 % 
SDS, 10 mM EDTA, 200 fig ADN de sperme de saumon, 18 
heures h 68 # C et aprfes un ringage dans les conditions 
suivantes : 6 x SSC, 0,1 % SDS, 2 fois 15 minutes a 
65 - C 

9. Fragment d'ADNc caract6ris6 en ce qu'il code 
pour une proteine r^pondant h l'une des sequences 
d'acides amines Al ou A2 suivantes, ou pour une 
sequence d'acides amines ayant une homologie de 40 k 80 
% de pr£f£rence de 50 & 60 % avec au mo ins un 
enchainement d" environ 25 acides amines des sequences 
Al ou A2, ou dans la sequence A3 de la proteine PAP 
humaine. 
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10. Fragment d'acide nucl6ique caract6ris6 en ce 
qu'il s'agit d'un fragment d'ADN compl6mentaire du 
fragment d 1 ADNc selon I'une guelconque des 
revendications 1 h 9 ou encore en ce qu'il s'agit du 
fragment d'AKN correspondant & cet ADNc* 

11. Prot6ine PAP humaine, telle qu'obtenue par 
l 1 expression d'un fragment d'ADNc de la PAP humaine, 
tel qu'obtenu selon la revendication 1 ou la 
revendication 2, au moyen d'un systfeme d 1 expression 
adapts, par exemple un hote cellulaire transform^ par 
un vecteur d 1 expression, lui-meme modif i6 par 
1' insertion du susdit fragment d'ADNc de la PAP 
humaine. 

12. Proteine PAP humaine selon la revendication 
11, telle qu'obtenue par 1' expression d'un fragment 
d'ADNc de la PAP humaine, ins£r£ en phase dans un 
vecteur pEX, dans E.coli , notamment dans E.coli souche 
pop2136. 

13. Prot6ine PAP humaine selon 1'une guelconque 
des revendications 1 a 12, caractdrisde en ce qu'elle 
rdpond h 1 'enchainement d'acides amines A3. 

14. Prot6ine PAP humaine selon la revendication 11 
ou la revendication 12, caractdrisde en ce qu'elle 
comprend 1' enchainement d'acides amines suivant : 
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Phe Val Ly» Asp Ser Leu Clu Aan Tyr Val Ly« Val Leu 13 

78 

Gin Glu Ser lie Ser Phe Ser Leu Ser Pro Ser Lys Leu 26 

117 

Ala Cys Gin Lys Arg Pro Ser Gly Lys Leu Val Ser Val 39 

1S6 

Leu Ser Gly Ala Glu Gly Ser Phe Val Ser Ser Leu Val 52 

195 

Arg Ser lie Ser Asn Ser Tyr Ser Tyr He Trp He Gly 65 

234 

Leu His Asp Pro Thr Gin Val Arg Val Tyr Pro Pro Leu 78 

273 

Ser Val Thr Ser Gin Gly Thr val Val Ala Gin Ala His 91 

306 

Ser Leu Ser Pro Val Pro Ala Gin Glu Val Leu 102 



15. Prot6ine PAP humaine caract6ris6e en ce que sa 
sequence d'acides amines pr^sente une homologie d f au 
moins 50% r de pr6f6rence d*au moins 60% et de fa?on 
trfes pr6f6r6e d f au moins 70 % avec au moins un 
enchainement d' environ 25 acides amines, compris dans 
la sequence A2 de la prot6ine PAP de rat mature ou avec 
la sequence A3 de la prot6ine PAP humaine. 

16. Prot6ine PAP de rat caract6risee en ce qu'elle 
r6pond a 1 'enchainement d'acides amines suivant, ou une 
variante ou une partie de cet enchainement d6s lors que 
cette partie ou cette variante est reconnue par des 
anticorps diriggs contre la prot^ine PAP de rat ou 
qu'elle prdsente une homologie d'au moins 50 %, de 
preference d'au moins 60% avec la sequence A2 de PAP de 
rat. 

17. Anticorps caract6ris6s en ce qu'ils 
reconnaissent la prot6ine PAP humaine selon I'une 
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quelconque des revendications 11 & 15 et en ce qu'il 
s'agit d 1 anticorps polyclonaux ou monoclonaux. 

18. Anticorps monoclonaux tels qu'obtenus h partir » 
d'un hybridome, pr6c6demment form6 par fusion d'une 

cellule de my61ome et d'une cellule spl6nique d'un 
animal pr6alablement immunise avec une prot6ine selon 
l'une quelconque des revendications 11 4 15. 

19. Anticorps monoclonaux selon l'une quelconque 
des revendications 17 ou 18, caract6ris6s en ce qu'ils 
reconnaissent sp6cif iquement la partie NH 2 - terminale 
de 1 ' enchainement d'acides amines A3. 

20. Anticorps monoclonaux selon l'une quelconque 
des revendications 17 4 19, caract6ris6s en ce qu'ils 
sont diriges contre le peptide Glu Glu Pro Gin Arg. 

21. Hybridome tel qu'obtenu & partir de la fusion 
d'une cellule de myelome avec une cellule spl6nique 
d'un animal pr6alablement immunise avec une prot^ine 
PAP humaine selon l'une quelconque des revendications 
11 & 15. 

22. Vecteur d' expression et/ou de clonage 
caract6ris6 en ce qu'il comprend un fragment d'ADN 
selon l'une quelconque des revendications 1 4 10. 

23. Hote cellulaire transform* par un vecteur 
d' expression selon la revendication 22, dans des 
conditions permettant l^btention de la prot6ine ou du 
peptide cod6 par le fragment d'ADN ins6r6 dans le 
vecteur, ledit hote cellulaire 6tant par exemple choisi 
parmi les bact^ries, notamment en ce qu'il s'agit de 
E.coli , parmi les levures, les cellules d'insectes ou 
de mammiferes. 

24. Produit d' expression de l'hdte cellulaire 5 
transform* selon la revendication 23. 

25. Composition pour le diagnostic in vitro de la » 
pancr6atite aigue ou pour 1 1 observation de la glande 
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pancrgatique en ixnagerie m&Iicale, dans un 6chantillon 
biologique tel que le sang, caract6ris6e en ce quelle 
comprend au moins un anticorps selon l'une quelconque 
des revendications 17 * 19 le cas 6ch6ant marqu6, 
capable de former un complexe du type anticorps- 
antigfene avec la prot6ine PAP humaine. 

26. Kit pour le diagnostic in vitro de la 
pancr6atite aigue, 4 partir d'un 6chantillon biologique 
caracteris6 en ce qu f il comprend: 

- au moins un anticorps selon I'une quelconque des 
revendications 17 it 20 capable de d6tecter la presence 
de la PAP humaine dans ledit 6chantillon biologique, 
lesdits anticorps 6tant le cas 6ch6ant marques, 

- selon la nature du marquage, un r6actif pour ddtecter 
la presence d'un complexe du type antigene-anticorps 
specif ique, 

- un tdmoin n£gatif. 

27. Proc6d6 pour d6tecter in vitro une pancr6atite 
aigue, i partir d'un 6chantillon biologique comprenant 
les stapes de: 

- mise en contact de l'6chantillon biologique 
susceptible de contenir la PAP humaine, avec des 
anticorps selon I'une quelconque des revendications 17 
k 20, 

- detection de la reaction antigfene-anticorps entre les 
susdits anticorps et la PAP humaine. 

28. Proc6d6 d 1 observation de la glande 
pancrdatique caract6ris6 par : 

- I 1 inject ion h un patient d'une composition selon la 
revendication 25, dans des conditions physiologiquement 
acceptables, 

- 1 1 observation notamment par les techniques d f imager ie 
m^dicale d'une r6action entre les anticoprs contenus 
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dans la susdite composition et la PAP humaine 
lorsqu'elle est presents. 
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EXPRESSION DES ARNm AMYLASE ET PAP AD COURS 
DE LA PANCREATITE AIGUE EXPERIMENTAL^ DU RAT 



PAP 



AM 



Iff 



B 




O 0t5 1 2 5 10 



INDUCTION JOURS 



FIGURE 1 



FEUILLE DE REMPLACEMENT 
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AAAACCATCCAAATCGCCCGCAAGACAGCTAAGGAGGAGCAGAAAGATGATG 52 

AGAGTTAAT ATG TTG CAT CGC TTG GCC TTC CCA GTC ATG 91 
Met Leu His Arg Leu Ala Phe Pro Val Met 

TCC TGG ATG CTG CTC TCC TGC CTG ATG CTC TTA TCA CAG 130 
Ser Trp Met Leu Leu Ser Cys Leu Met Leu Leu Ser Gin 

GTG CAA GGA GAA GAC TCT CCG AAG AAA ATA CCC TCT GCA 169 
Val Gin Gly Glu Asp Ser Pro Lys Lys He Pro Ser Ala 

CGC ATT AGT TGC CCC AAA GGC TCC CAG GCA TAT GGC TCC 208 
Arg He Ser Cys Pro Lys Gly Ser Gin Ala Tyr Gly Ser 

TAC TGC TAT GCC CTG TTT CAG ATA CCA CAG ACC TGG TTT 247 
Tyr Cys Tyr Ala Leu Phe Gin He Pro Gin Thr Trp Phe 

GAT GCA GAA CTG GCC TGC CAG AAG AGA CCT GAA GGA CAC 286 
Asp Ala Glu Leu Ala Cys Gin Lys Arg Pro Glu Gly His 

CTT GTA TCT GTG CTC AAT GTA GCT GAA GCT TCA TTC TTG 325 
Leu Val Ser Val Leu Asn Val Ala Glu Ala Ser Phe Leu 

GCA TCC ATG GTC AAG AAC ACT GGA AAC AGC TAC CAA TAT 364 
Ala Ser Met Val Lys Asn Thr Gly Asn Ser Tyr Gin Tyr 

ACC TGG ATT GGA CTC CAT GAC CCC ACT CTT GGT GGA GAA 403 
Thr Trp He Gly Leu His Asp Pro Thr Leu Gly Gly Glu 

CCC AAT GGA GGT GGA TGG GAG TGG AGT AAC AAT GAC ATA 442 
Pro Asn Gly Gly Gly Trp Glu Trp Ser Asn Asn Asp He 

ATG AAT TAT GTC AAC TGG GAG AGG AAC CCA TCT ACT GCC 481 
Met Asn Tyr Val Asn Trp Glu Arg Asn Pro Ser Thr Ala 

TTA GAC CGC GGA TTC TGT GGC AGC TTG TCA AGA TCT TCT 520 
Leu Asp Arg Gly Phe Cys Gly Ser Leu Ser Arg Ser Ser 

GGA TTT CTA AGA TGG AGA GAT ACC AC A TGT GAA GTT GAA 559 
Gly Phe Leu Arg Trp Arg Asp Thr Thr Cys Glu Val Glu 

GTT GCC CTA CGT CTG CAA ATT TAC AGG TTA AAA TTA CCA 598 
Val Ala Leu Arg Leu Gin He Tyr Arg Leu Lys Leu Pro 

GAC AGC AAA CAG CTT T AGTTTGTCCTGAAGCACATCCTGTCAAGGG 644 
Asp Ser Lys Gin Leu 

GC AAAATATG AAGACTTGCGTAGAAAAAGTGTATTCTATCTAC AGTCCATAT 696 

TGGAGCTCTAATCATTCTTTAGCC AATTTTGTATAAGTTGTGTCCTCATGTC 748 

TTGGAAAGC AGTAATAAACCTC AGTCTCTCTTCGAAAAAAAAAAA 793 



Fiaure 2 
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TTT GTT AAG GAT TCC CTT GAG AAT TAT GTA AAA GTT TTA 
Phe val Lys Asp Ser Leu Glu Asn Tyr val Lys Val Leu 

CAA GAG TCC ATC TCA TTC TCT TTG TCC CCC TCA AAG CTG 
Gin Glu Ser He Ser Phe Ser Leu Ser Pro Ser Lys Leu 

GCT TGC CAG AAG CGG CCC TCT GGA AAA CTG GTG TCT GTG 

Ala Cys Gin Lys Arg Pro Ser Gly Lys Leu val Ser val 

CTC ACT GGG GCT GAG GGA TCC TTC GTG TCC TCC CTG GTG 
Leu Ser Gly Ala Glu Gly Ser Phe Val Ser Ser Leu Val 

AGG AGC ATT AGT AAC AGC TAC TCA TAC ATC TGG ATT GGG 
Arg Ser He Ser Asn Ser Tyr Ser Tyr He Trp He Gly 

CTC CAT GAC CCC ACA CAG GTG CGA GTA TAT CCT CCC CTC 
Leu His Asp Pro Thr Gin Val Arg Val Tyr Pro Pro Leu 

TCT GTT ACC TCT CAA GGT ACT GTT GTT GCC CAG GCG CAC 
Ser Val Thr Ser Gin Gly Thr Val Val Ala Gin Ala His 

TCC CTG TCC CCA GTC CCT GCC CAG GAA GTA CTT 
Ser Leu Ser Pro Val Pro Ala Gin Glu val Leu 



39 
13 

78 
26 

117 
39 

156 
52 

195 
65 

234 
78 

273 
91 

306 
102 



Fiqure 3 
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cgggagagtgactcctgattgcctcctcaagtcgcagacact ATG CTG 48 

Met Leu 2 



CCT CCC 


ATG 


GCC 


CTG 


CCC 


AGT 


GTA 


TCT 


TGG 


ATG 


CTG 


CTT 


87 


Pro Pro 


Met 


Ala 


Leu 


Pro 


Ser 


Val 


Ser 


Trp 


Met 


Leu 


Leu 


IS 


TCC TGC 


CTC 


ATG 


CTG 


CTG 


TCT 


CAG 


GTT 


CAA 


GGT 


GAA 


GAA 


126 


Ser Cys 


Leu 


Met 


Leu 


Leu 


Ser 


Gin 


Val 


Gin 


Gly 


Glu Glu 


28 


CCC CAG 


AGG 


GAA 


CTG 


CCC 


TCT 


GCA 


CGG 


ATC 


CGC 


TGT 


CCC 


165 


Pro Gin Arg; Glu 


Leu 


Pro 


Ser 


Ala 


Arg 


He 


Arg 


Cys 


Pro 


41 



AAA GGC TCC AAG GCC TAT GGC TCC CAC TGC TAT GCC TTG 204 
Lys Gly Ser Lys Ala Tyr Gly Ser His Cys Tyr Ala Leu " 54 



TCC 
Ser 


TGG 
Trp 


ACA 
Thr 


GAT 
Asp 


GCA 
Ala 


GAT 
Asp 


CTG 
Leu 


GCC 
Ala 


243 
67 


TCT 
Ser 


GGA 
Gly 


AAC 
Asn 


CTG 
Leu 


GTG 
Val 


TCT 
Ser 


GTG 
Val 


CTC 
Leu 


282 
80 


TCC 

Ser 


TTC 

Phe 


GTG 
Val 


TCC 
Ser 


TCC 
Ser 


CTG 
Leu 


GTG 
Val 


AAG 
Lys 


321 
93 


TAC 
Tyr 


TCA 
Ser 


TAC 
Tyr 


GTC 
Val 


TGG 
Trp 


ATT 
He 


GGG CTC 
Gly Leu 


360 
106 


GGC 
Gly 


ACC 
Thr 


GAG 
Glu 


CCC 
Pro 


AAT 
Asn 


GGA 
Gly 


GAA GGT 
Glu Gly 


399 
119 



TTT 
Phe 


TTG 
Leu 


TCA 
Ser 


CCA 
Pro 


AAA 
Lys 


TGC 
Cys 


CAG 
Gin 


AAG 
Lys 


CGG 
Arg 


CCC 
Pro 


AGT GGG GCT 
Ser Gly Ala 


GAG 
Glu 


GGA 
Gly 


AGC 
Ser 


ATT GGT 
He Gly 


AAC 
Asn 


AGC 
Ser 


CAT 
His 


GAC 
Asp 


CCC 
Pro 


ACA 
Thr 


CAG 
Gin 


TGG GAG 
Trp Glu 


TGG 
Trp 


AGT 
Ser 


AGC 
Ser 


TGG GAG AGA 
Trp Glu Arg 


AAT 
Asn 


CCC 
Pro 



AGT GAT GTG ATG AAT 

Ser Asp Val Met Asn 

TCC ACC ATC TCA AGC 

Ser Thr lie Ser Ser 



TAC TTT GCA 438 

Tyr Phe Ala 132 

CCC GGC CAC 477 

Pro Gly His 145 



TGT GCG AGC CTG TCG AGA AGC ACA GCA TTT CTG AGG TGG 516 

Cys Ala Ser Leu Ser Arg Ser Thr Ala Phe Leu Arg Trp 158 

AAA GAT TAT AAC TGT AAT GTG AGG TTA CCC TAT GTC TGC 555 

Lys Asp Tyr Asn Cys Asn Val Arg Leu Pro Tyr Val Cys 171 



AAA GTT CAC tgactagtgcaggagggaagtcagcagcctgtgtttggt 603 

Lys Val His 174 

gtgcaactcatcatgggcatgagaccagtgtgaggactcaccctggaagaga 655 

atattcgcttaattcccccaacctgaccacctcattcttatctttcttctgt 707 

ttcttcctccccgctagtcatttcagtctcttcattttgtcatacggcctaa 759 

ggctttaaagagcaataaaatttttagtctgcaaaaaaa 798 



FIGURE 4 



FEUILLE DE REMPLACEMENT 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

International Application No PCT/FR 91/00323 

I. CLARIFICATION OF SUMICT aJATTIH (H eoveral claaafflcatlon aymbola apply, Indicate all) * 

According to International Patent Oaeelflcatlon (IPC) or to both National ClaaalflcatJon and IPC 

Int.Cl. 5 C12N15/12; A61K49/00; G01N33/577 

II. FIELDS SEARCHED ~" " ' 



Minimum Documentation Searched f 



Claeitftcatlon Syatem 


CiasaiAcatlon Symbola 


Int.Cl. 5 


C12N; C07N 


Documentation Searched other than Minimum Documentation 
to the Extent that such Documenta are Included In the Fielda Searched * 



111. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT* 



Category * 


Citation of Document, " with Indication, where appropriate, of the relevant patsagea « 


R«l«vant to Claim No." 


P,X 


GASTROENTEROLOGY 

Vol. 100 No. 3, March 1991 

pages 755 - 782; KEIM, V. et al.: 

"Characterization of a rat pancreatic secretory 

protein associated with pancreatitis" 

see the whole document 


16 


P,X 


GASTROENTEROLOGY 

Vol. 98, No. 5pt2, May 1990, 

page A220 I0VANNA, J. et al.: 

"Rat Pancreatitis-Associated Protein (PAP) 

messenger RNA, nucleaotide sequence and 

expression during acute experimental pancreatitis" 

see abstact 

„ 

./. 


3,16 



* Special categoriea of citad documenta: « 
"A H document defining the general atate of the art which ia not 
considered to be of particular relevance 

M E N earlier document but pubilahed on or after the international 
filing date 

"L" document which may throw doubta on priority claim(a) or 
which la cited to eatabliah the publication data of another 
citation or other epeciat reaaon (aa specified) 

"O" document referring to an oral diacloaure, uae, exhibition or 
other meana 

M P" document pubilahed prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



IV. CERTIFICATION 



Date of the Actual Completion of the International Search 

22 July 1991 (22.07.91) 


Date of Mailing of thla International Search Report 

14 August 1991 (14.08.91) 


International Searching Authority 

European Patent Office 


Signature of Authorized Officer 



Form PCT/ISA/210 (aecond aheet) (January 1985) 



later document pubilahed after the International filing date 
or priority date and not In conflict with the application but 
cited to underatend the principle or theory underlying the 
invention 

"X" documant of particular relevance; the claimed invention 
cannot be conaidered noval or cannot be conaidered to 
involve an inventive atep 

"Y" document of particular relevance;' the claimed invention 
cannot be conaidered to involve an inventive atep when the 
documant ia combined with one or more other auch docu- 
menta, auch combination being obvioua to a peraon skilled 
in the art. 

"4" document member of the aame patent family 



-2- 

International Application No. pQJ/pR 91/00323 



til. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT (CONTINUED FROM THE SECOND SHEET) 



Category • 


Citation o! Document, with indication, where appropriate, of the relevant pasaages j 


Relevant to Claim No 


X 


DIGESTION 

Vol. 31, Mo. 3, 25 September 1985, 
page 191 KEIM, V. et al.: 
"Pancreatitis-Associated Protein (PAP) in 
cerulein and bile acid induced ex" 
see abstract 74 


16 


x 


DIGESTIVE DISEASES AND SCIENCES 
Vol. 30, No. 10, October 1985 
page 977 KEIM, V. & ROHR, G.: 
"Pancreatitis-Associated Protein (PAP) in 
cerulein- and bile acid-induced p" 
see abstract 


16 


X 


DIGESTIVE DISEASES AND SCIENCES 
; Vol. 30, No. 10, October 1985, 
page 988 ROHR, G. et al.: 
"Appearance of Pancreatitis Associated Protein 
(PAP) in taurocholate pancreatitis in the rat 
demonstrate by immuno-histology and imrauno- 
electronmicroscopy" 
see abstract 


16 


X 


DIGESTION 
Vol. 29, 1984 

pages 242 - 249; KEIM, V. et al.: 

"An additional secretory protein in the rate 

pancreas" 

see the whole document 
(cited in the application) 


16 


X 


CLIN. PHYSIOL. BIOCHEM. 
Vol. 4, 1986 

pages 136 - 142; KEIM, V.: 
"Pancreatitis-associated protein in bile 
acid-induced pancreatitis of the rat" 
see the whole document 

i 
t 

i 

1 

| 


16 



Form PCT'ISA/210 (extra sheet) (January 19S5) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Dcmaitde 1 nlmil innate Nn 



PCT/FR 91/00323 



l. <XASSKMENT DE I /INVENTION (si plusicurs symbolcs do dassification tnnt applicable*, les itdrqurr imis) ? 



F<fon la ctassrfier.tfon Internationale dcs brevets (CIO) ou n la fois <clnn la clarification narfnnalect la nil 

CIB 5 C12N15/12 ; A61K49/00 ; G01N33/577 



II. DOMA.NES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minjmalo consultfe" 



Systemc de classification 



Symbolcs de classification 



CIB 5 



C12N ; 



C07K 



Documentation consul lec autre que la documentation minimalc dans la ntcsure 
ou de Ids documents font panic dcs dnmaines sur tcsquels la recherche a portc* 



HI. DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 11 



Categoric 



Identification dcs documents cites, avee indication, si ncccssairc.l 2 
des passages pertinents " 



No. dcs rcvendications 
vtsees W 



P,X 



GASTROENTEROLOGY 

vol. 100, no. 3, mars 1991, 

pages 775 - 782; KEIM, V. et al.: 

"Characterization of a rat pancreatic secretory 

protein associated with pancreatitis" 

voir le document en entier 

GASTROENTEROLOGY 

vol. 98, no. 5pt2, mai 1990, 

page A220 IOVANNA, J. et al.: 

"Rat Pancreatitis-Associated Protein (PAP) 

messenger RNA, nucleotide sequnce and expression 

during acute experimental pancreatitis" 

voir abrege 



16 



8, 16 



0 Caifenries spedales de documents dt6s: M 

"A" document definlssant fetal general de la technique, non 
crnsidere com me partlculicrement pertinent 

*E* document anterieur, mals pubH6 a la date de depot interna- 
t onal oo apres cette date 

V document pouvant jeter on doute sur tine rcvcndlcation de 
prorite oi; dte pour determiner la date de publication d'uno 
at' rre citation ou poor one raison spedale (telle qu'indlquee) 

r <V d»»cumen; se referant a une divulgation oralc, a un usage, a 
one exposition ou toos autre* moyens 

1** document public avant la date de depot international, mais 
p.*terieurwient a la dale de prinrite revendtqucc 



T docum-snt ult6rieur public pnsterieurcmcnt a la date de depot 
international ou a la date de priori! e et n'appartenenant pas 
a rctat de la technique pertinent, mais dte ptnr comprendre 
le prindpe ou la theorie aiasiitoant la base de .'invention 

*X* document particullerement pertinent: ('invent ten revendi- 
quce ne peut ttre consideree comme nouveiie «u comme 
impliquant one activit6 Inventive 

"V* document particol foremen t pertinent: Klnvention reven- 
diqoce ne peut ctrc consideree comme impliqunnr une 
activlte Inventive lorsque le document est assoc.* a un ou 
pfusicurs autres documents de mcme nature, cjtle combi- 
naison ctant cvfdcntc pour une pcrsnnne du metier, 
document qui fnit partie de la mome famille de brevets 



iv cert; ncA7 ion 



Date a Jaqt/dle la recherche internal innalc a etc cffcctivemcnr achevce 

22 JUILLET 1991 



l)a»c (rexpWitinn du p.fcsrnt rapport dc recherche inlcmalionalc 

1 4. 08. 9f 



Administration chargec de la recherche inrrrnntionalc 

OFFICE FUROPF.KN DMS IIRFVFT.S 



Sianafttre du fnncttonnntre aiitorM 

CHAMB0NNET F.J. 



rrTis.A/2 o 



Dcmandc Intcmniionaie Nn 



PCT/FR 91/00323 



nr. DOCUMENTS CONSIDERS COMME PERT1NEN TS M 



fSUITE UES RENSEIfiNEMFNTS INDIQtJES SUR LA 
DEUXfEME FEIJII AJF.) 



Categoric 



Identification d« dnenmcnts dies, 16 avee indication. *A fttcmriro 
des passaccs pertinents r 



.Nn. des rcvendicnilons 
visces" 



DIGESTION 

vol. 32, no. 3, 25 septembre 1985, 
page 191 KEIM, V et al.: 
"Pancreatitis-Associated Protein (PAP) in 
cerulein and bile acid induced ex" 
voir abrege 74 

DIGESTIVE DISEASES AND SCIENCES 
vol. 30, no. 10, octobre 1985, 
page 977 KEIM, V. & ROHR, , G.: 
"Pancreatitis-Associated Protein (PAP) in 
cerulein- and bile acid-induced p" 
voir abrege 

DIGESTIVE DISEASES AND SCIENCES 
vol. 30, no. 10, octobre 1985, 
page 988 ROHR, G. et al. : 

"Appearance of Pancreatitis Associated Protein 
(PAP) 1n taurocholate pancreatitis in the rat 
demonstrated by immuno-histology and immuno-elec 
tronmicroscopy" 
voir abrege 

DIGESTION 
vol. 29, 1984, 

pages 242 - 249; KEIM, V. et al.: 

"An additional secretory protein in the rate 

pancreas" 

voir le document en entier 
(cite dans la demande) 

CLIN. PHYSIOL. BI0CHEM. 
vol. 4, 1986, 

pages 136 - 142; KEIM, V.: 
"Pancreatitis-associated protein in bile 
acid-induced pancreatitis of the rat" 
voir le document en entier 



16 



16 



16 



16 



16 



fwnmton PfT/lSA/2ro (fertile «MHIomrite) (Octabr* mil 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record. 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 
^^'REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



